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II    ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
Abkürzungsverzeichnis 
aw Wasseraktivität 
ATR attenuated total reflection 
ATR Atranon-Gencluster 
CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures 
chs1 Chitinsynthase 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
FT-IR Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie 
IC50 mittlere inhibitorische Konzentration 
ITS internal transcribed spacer 
LC-MS/MS Flüssigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung 









rRNA ribosomale Ribonukleinsäure 
S. Stachybotrys 
SAT Satratoxin-Gencluster 
SBS Sick Building Syndrome 
SC1, 2, 3 Abschnitte 1, 2 und 3 vom Satratoxin-Gencluster 
SK-Zellen Swine-Kidney Zellen 
sp. Spezies (Einzahl) 
spp. Spezies plurales (Mehrzahl) 
tub 1 beta-tubulin 1 
tri5 Trichodiensynthase 5
EINLEITUNG  1 
1 Einleitung 
Schimmelpilze der Gattung Stachybotrys (S.) kommen ubiquitär auf welkenden und 
feuchten zellulosehaltigen Materialien vor, da sie zellulolytisch aktiv sind (Nielsen et 
al., 1998).   
Sie produzieren verschiedene Mykotoxine, woraus sich für Menschen und Tiere 
Gesundheitsrisiken ergeben. Bei Pferden kann durch die Aufnahme von 
verschimmeltem Stroh die tödlich verlaufende Stachybotryotoxikose ausgelöst 
werden (Forgacs, 1972). Für Menschen besteht ein Gefährdungspotential im Kontakt 
mit toxischen Stämmen in Futtermitteln oder in kontaminierten Innenräumen nach 
Wasserschäden über die inhalative Exposition oder den direkten Kontakt (Hintikka, 
1978; Johanning, 1994).   
Bei der Spezies S. chartarum werden die Chemotypen A und S unterschieden. Stämme 
des Chemotyps A bilden einfache Trichothecene und Atranone. Die durch hochgradige 
Zytotoxizität ausgezeichneten makrozyklischen Trichothecene sind für S. chartarum 
Chemotyp S und S. dichroa beschrieben (Andersen et al., 2003; Jarvis et al., 1995). 
Anhand der Detektion von Satratoxin- und Atranon-Genclustern wurde neuerdings 
außerdem die Unterteilung in drei Genotypen vorgeschlagen (Ulrich et al., 2019). 
Neben molekularbiologischen und massenspektrometrischen Methoden zur 
Differenzierung von Mikromyzeten nehmen infrarotspektroskopische Ansätze an 
Bedeutung zu. Bei der Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) wird die 
Probe mit Infrarotstrahlung durchleuchtet und die dabei entstehenden 
Interferogramme werden per Fourier-Transformation in Spektren umgewandelt 
(Burgula et al., 2007; Günzler und Gremlich, 2012). Die Spektren können direkt 
verglichen oder nach statistischer Auswertung in Form von Dendrogrammen zur 
Identifizierung von Bakterien und Hefen verwendet werden (Dinkelacker et al., 2018; 
N.N., 2017; Naumann, 1985; Naumann et al., 1988; Taha et al., 2013). Die Anwendung 
auf Schimmelpilze wie Aspergillus spp. oder Penicillium spp. wurde bereits 
beschrieben. Stachybotrys spp. wurden bisher jedoch in keiner dieser Studien 
berücksichtigt (Fischer et al., 2006; Gordon et al., 1998; Lecellier et al., 2014; Shapaval 
et al., 2013).   
Das Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob und inwieweit die Chemotypen A und 
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S von S. chartarum mit der FT-IR Spektroskopie unterscheidbar sind und diese Technik 
als ergänzenswerte Methode zur Charakterisierung von S. chartarum-Isolaten zu 
überprüfen.
LITERATUR  3 
2 Literatur 
2.1 Gattung Stachybotrys 
2.1.1 Taxonomie 
Im Jahr 1837 isolierte der österreichische Botaniker Corda einen schwarzen 
Schimmelpilz von einer Tapete in Prag, beschrieb diesen morphologisch und benannte 
ihn als Erster Stachybotrys (S.) atra (Corda, 1837).  
Zunächst wurden bis 1943 insgesamt 20 Spezies der Gattung Stachybotrys zugeordnet, 
die dann anhand der Farbe der Kolonien auf die zwei Spezies S. atra und S. subsimplex 
reduziert wurden (Bisby, 1943). Hughes (1958) hielt nach seinen Untersuchungen von 
Form und Beschaffenheit der Konidiophoren und Konidien die Spezies S. atra und 
Stilbospora chartarum für artverwandt und schlug daher eine einheitliche Benennung 
beider Spezies in Stachybotrys chartarum vor, was durch Jong und Davis (1976) 
umgesetzt wurde.  
Die Taxonomie von Stachybotrys ist uneinheitlich, da Gattungen lediglich anhand ihrer 
Morphologie bestimmt wurden. So wurden Schimmelpilze der Gattung Memnoniella 
anhand der Morphologie und Sporenbildung zunächst als eigenständige Gattung 
angesehen (Jong und Davis, 1976). Erst nach den DNA-Analysen von Haugland et al. 
(2001) wurde diese Gattung Stachybotrys zugeordnet. Die Zusammengehörigkeit von 
Memnoniella und Stachybotrys konnte auch anhand des Metabolitenprofils bestätigt 
werden (Wang et al., 2014).   
In den letzten Veröffentlichungen zur Taxonomie der Stachybotriaceae werden 75 
Spezies zu dieser Gattung gezählt (Lombard et al., 2016; Wang et al., 2015). 
Darunter sind die wichtigsten Toxinbildner S. chartarum Chemotyp S und S. dichroa für 
die makrozyklischen Trichothecene und S. chartarum Chemotyp A, S. chlorohalonata 
sowie S. microspora für die Atranone (Andersen et al., 2002; Andersen et al., 2003). 
Isolate von S. chartarum, die aus Gebäuden mit Wasserschäden isoliert wurden, 
ähnelten sich zwar in ihrer Morphologie, wiesen aber Unterschiede in den 
Metabolitenprofilen und den proinflammatorischen sowie immunmodulatorischen 
Effekten auf. Dies führte zu uneindeutigen taxonomischen Einordnungen (Andersen et 
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al., 2003; Fung et al., 1998; Jarvis et al., 1998; Vesper et al., 2000b; Vesper et al., 1999). 
Die genauere Differenzierung im Hinblick auf Morphologie, Phylogenetik und 
Metabolitenproduktion von 25 zunächst als S. chartarum identifizierten Isolaten 
ergab, dass sich die Isolate in drei Gruppen unterteilen lassen. Es wurde festgestellt, 
dass bei S. chartarum aufgrund des Mykotoxinprofils zwei Chemotypen 
unterscheidbar sind. Der Chemotyp A produziert Atranone und Dolobellane, der 
Chemotyp S kann die hochgradig zytotoxischen makrozyklischen Trichothecene bilden. 
Außerdem konnte eine bis dahin unbekannte Spezies abgegrenzt werden, die 
S. chlorohalonata genannt wurde (Andersen et al., 2003). Diese Untergliederung in 
zwei eigenständige, eng verwandte Spezies wurde von einer anderen Arbeitsgruppe 
bestätigt (Lombard et al., 2016).  
In Genomanalysen zeigte sich, dass sich S. chartarum-Stämme anhand ihrer Gencluster 
für die Toxinbildung in drei unterschiedliche Genotypen unterteilen lassen. Der 
Genotyp A verfügt über den ATR-Gencluster für die Atranonproduktion, der Genotyp 
S über den SAT-Gencluster für die Satratoxinproduktion. Bei dieser Einteilung wird ein 
weiterer Genotyp H eingeführt, der über den Gencluster für die Atranonproduktion 
und einen unvollständigen Gencluster für die Satratoxine verfügt und daher als 
Hybridtyp angesehen wird (Ulrich et al., 2019). 
  
LITERATUR  5 
2.1.2 Wachstumsbedingungen 
Stachybotrys spp. wachsen bevorzugt auf zellulosehaltigen Materialien, da sie in der 
Lage sind, Kohlenstoff aus Zellulose zu beziehen (McQuade, 1963; Samson, 2010). 
Der Tabelle 1 sind Angaben zu den geeigneten Wachstumsbedingungen von 
Stachybotrys spp. mit Zuordnung der jeweiligen Publikation zu entnehmen. 
Tabelle 1: Übersicht zu Wachstumsbedingungen von Stachybotrys spp. 
Wachstumsparameter Referenz 
Glucose als limitierender 
Wachstumsfaktor für Stachybotrys spp. 
und Memnoniella echinata 
Buston und Basu (1948) 
McQuade (1963) 
Optimum für S. atra1: 23 °C, 0,98 aw 
7 °C – 37 °C, min. 0,94 aw 
Ayerst (1969) 
Biotin als limitierender Wachstumsfaktor 
für Memnoniella echinata 
Buston und Basu (1948) 
Steinberg (1939) 
geeignete Bebrütungstemperatur 25 °C 
und Nährmedien PDA, MEA für 
Stachybotrys spp. 
Samson (2010) 
S. chartarum auf PDA 
Optimum für Wachstum: 25 °C, 0,997 aw 
Optimum für Sporulation: 25 °C – 30 °C, 
0,95 – 0,98 aw; für Chemotyp S 20 °C – 
30°C, für Chemotyp A 25 °C – 30 °C 
Frazer et al. (2011) 
1Synonym von S. chartarum 
Grundsätzlich sind für das Wachstum von Stachybotrys hohe aw-Werte (min. 0,94) 
notwendig und die optimale Bebrütungtemperatur wird meist mit 25 °C angegeben. 
Eine Restriktion von Wachstum und Sporulation einiger Spezies von Stachybotrys 
wurde in verschiedenen Studien durch Variation der Biotin- und Glukosegehalte in den 
Nährmedien gezeigt (Buston und Basu, 1948; McQuade, 1963; Steinberg, 1939). 
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2.1.3 Sekundärmetabolismus 
Im Gegensatz zu den Metaboliten des Primärstoffwechsels scheinen die Metaboliten 
des sekundären Stoffwechsels nicht zur Lebenserhaltung eines Organismus 
beizutragen. Sie wurden daher in der Literatur fälschlicherweise auch als „Abfall- oder 
Detoxifikationsprodukte“ (Haslam, 1986) bezeichnet. Die Metabolite des sekundären 
Stoffwechsels zeichnen sich durch ein geringes Molekulargewicht aus, das 3000 Da nur 
im Einzelfall überschreitet (Keller et al., 2005; Williams et al., 1989). 
Metabolite können auch als Intro- bzw. Extrolite bezeichnet werden. Introlite sind 
dabei den Primärmetaboliten gleichzusetzen. Bei dieser Unterscheidung werden 
Extrolite als chemische Substanzen bezeichnet, die vom bildenden Organismus nach 
außen abgegeben werden. Sie können sowohl an die Umwelt abgesondert als auch in 
der Zellwand angesammelt werden. Folglich dienen Extrolite der Interaktion mit der 
abiotischen und biotischen Umwelt (Samson und Frisvad, 2004). Diese Definition für 
Mykotoxine ist letztlich genauer und der Bezeichnung „Sekundärmetabolite“ 
vorzuziehen. 
Mykotoxine weisen als Extrolite ökologische Funktionen auf, sie wirken beispielsweise 
antibiotisch, antifungisch, insektizid und phytotoxisch (Fleming, 1929; Vesper und 
Vesper, 2002; Xu et al., 1992). Sie werden zur Vorteilsbeschaffung im Kampf um 
Nährstoffe gegen Konkurrenten eingesetzt (Gareis und Gottschalk, 2014; Jarvis et al., 
1995). 
Die Metabolite von Stachybotrys spp. lassen sich in drei übergeordnete Gruppen 
einteilen (s. Abbildung 1). S. chartarum und S. chlorohalonata produzieren gemeinsam 
alle drei Gruppen: Atranone, Satratoxine und Phenylspirodrimane (Andersen et al., 
2003).  
Die Spezies S. chartarum kann in die Chemotypen A und S sowie den Hybridgenotyp H 
untergliedert werden, die sich anhand phylogenetischer Kriterien und des 
Metabolitenprofils (s. Tabelle 2) unterscheiden. 
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Tabelle 2: Übersicht über die Bildung von Sekundärmetaboliten von S. chartarum 
(nach Andersen et al. (2003)) 






Chemotyp A + + - + 
Chemotyp S - + + + 
Genotyp H* n.b. n.b. - n.b. 
+ ≙ Bildung nachgewiesen; - ≙ Bildung nicht nachgewiesen; n.b. ≙ nicht bekannt; * nach Ulrich et al. (2019) 
2.1.3.1 Trichothecene 
Zu der Stoffgruppe der Trichothecene werden über 150 Substanzen gezählt, die zu den 
zyklischen Sesquiterpenen gehören. Das Grundgerüst bilden ein trizyklisches 
Trichothecan und eine Epoxygruppe zwischen den Kohlenstoffatomen C-12 und C-13. 
Zudem ist zwischen den Kohlenstoffatomen C-9 und C-10 häufig eine Doppelbindung 
zu finden. Das Grundgerüst ist mit einer variablen Anzahl von Hydroxygruppen 
verestert (Ueno, 1983).  
Abbildung 1: Metabolitenproduktion von S. chartarum und S. chlorohalonata nach 
Andersen et al. (2003) und Jagels et al. (2019) 
8  LITERATUR 
  
Abbildung 2: Strukturformeln einiger makrozyklischer Trichothecene, die von S. chartarum 
gebildet werden; ohne Isoformen nach Cole et al. (2003); Rot: Epoxygruppe 
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Sie werden anhand des strukturellen Aufbaus in die Typen A-D eingeteilt. Der 
Differenzierung der Trichothecen-Typen ist die Unterscheidung von einfachen und 
makrozyklischen Trichothecenen übergeordnet (Ueno, 1983).  
Die Trichothecene der Typen A und B zählen zu den einfachen Trichothecenen und 
unterscheiden sich anhand einer Ketogruppe am Kohlenstoffatom C-8, die nur bei Typ 
B zu finden ist.  
Typ C-Trichothecene weisen eine oder mehrere zusätzliche Epoxygruppen auf und 
können in der einfachen oder in der makrozyklischen Form vorliegen. Die 
makrozyklische Form besteht aus einem Ringsystem zwischen den Kohlenstoffatomen 
C-4 und C-15 (Cole et al., 2003). Zu den makrozyklischen Trichothecenen zählen 
außerdem die Trichothecene des Typs D. Sie sind durch eine Epoxygruppe zwischen 
den Kohlenstoffatomen C-12 und C-13 gekennzeichnet (s. Abbildung 2). Der Aufbau 
des makrozyklischen Ringsystems ist variabel, wohingegen das trizyklische 
Grundgerüst unverändert bei jeder Substanz dieses Typs vorliegt (Ueno, 1983). 
In Bezug auf die Toxizität ist bei den makrozyklischen Trichothecenen die Epoxygruppe 
zwischen den Kohlenstoffatomen C-12 und C-13 entscheidend, da sie irreversibel an 
die 60S-Untereinheit von Ribosomen bindet und durch Interaktion mit der 
Peptidyltransferase die Proteinbiosynthese inhibiert (Feinberg und McLaughlin, 1989; 
Hernandez und Cannon, 1982; Rocha et al., 2005; Ueno, 1977).  
Im diagnostischen Zellkulturtest zum Nachweis von Zytotoxizität zeigten die 
makrozyklischen Trichothecene Satratoxin G, Roridin A sowie Verrucarin A eine ca. 20-
fach höhere inhibitorische Konzentration (IC50; 0,001-0,007 µg/mL) gegenüber 
porcinen Nierenzellen (SK-Zellen) als das T2-Toxin (0,018 µg/mL) des Typs A (Gareis, 
2006; Hanelt et al., 1994).  
Durch makrozyklische Trichothecene können außerdem Ödeme und 
Hautschädigungen verursacht werden, da sie membran- und kapillargefäßschädigend 
wirken. Sie haben zudem einen immunsuppressiven Effekt (Ueno, 1984). 
S. chartarum und S. chlorohalonata bilden Trichodermol und Trichodermin, die zum 
Typ A gezählt werden (Andersen et al., 2002; Andersen et al., 2003; Nielsen et al., 
1998).  
Der Chemotyp S von S. chartarum bildet die makrozyklischen Trichothecene Satratoxin 
F, G, H, Roridin E und L-2 sowie Verrucarin J (Andersen et al., 2002; Jarvis, 2003). 
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Die Tabelle 3 ordnet den Trichothecen-Typ den Gattungen zu, durch die sie gebildet 
werden. 
Tabelle 3: Zuordnung der Trichothecen-Typen A-D zu den produzierenden Gattungen  
bzw. Spezies 
















1 nach Ueno (1983); 2 nach Andersen et al. (2002) und Nielsen et al. (1998); 3 nach Cole et al. (2003); 4 nach Andersen 
et al. (2003) und Jarvis (2003) 
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2.1.3.2 Atranone 
Die chemische Grundstruktur von Atranonen setzt sich aus einem Dolabellan-Diterpen-
Ring sowie einem Enol-Lacton-System (s. Abbildung 3) zusammen.  
Atranone werden von S. chartarum Chemotyp A und S. chlorohalonata gebildet, die 
beide keine makrozyklischen Trichothecene bilden (Andersen et al., 2003; Hinkley et 
al., 1999; Nielsen et al., 2002).  
Für den neu beschriebenen Genotyp H von S. chartarum ist in einer Triplex-PCR der 
Gencluster ATR für die Atranonbildung nachweisbar. Das Metabolitenprofil ist jedoch 
nur in Bezug auf makrozyklische Trichothecene beschrieben (Ulrich et al., 2019). 
Bekannte Atranone von S. chartarum Chemotyp A und S. chlorohalonata sind die 
Atranone A-K (s. Abbildung 3), deren chemische Strukturen sich in den variablen 
Resten unterscheiden (Hinkley et al., 1999; Hinkley et al., 2000; Hinkley et al., 2003). 
 
Abbildung 3: Strukturformeln der Atranone A-K (nach Jarvis, 2003),   
 Rot: eingekreistes Enol-Lacton-System 
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Für Atranone ist eine immunmodulatorische Wirkung bekannt. Es konnte gezeigt 
werden, dass die intratracheale Applikation der Atranone A und C (2-20 µg/Tier) bei 
Mäusen zu einem dosisabhängigen Anstieg der Entzündungsmediatoren Interleukin-6, 
TNF-α und Makrophagen führt (Rand et al., 2006).  
Außerdem konnte für drei neu beschriebene Atranone, die von S. chartarum gebildet 
werden, eine inhibitorische Wirkung auf Candida albicans, Enterococcus faecalis sowie 
Methicillin-resistente Spezies von Staphyloccus aureus in-vitro nachgewiesen werden 
(Yang et al., 2019). 
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2.1.3.3 Phenylspirodrimane 
Phenylspirodrimane gehören zu den Meroterpenoiden, wovon über 80 verschiedene 
Substanzen von Stachybotrys spp. gebildet werden. Die polyzyklisch aufgebauten 
Metaboliten sind über eine Spiroverbindung (s. Abbildung 4) miteinander verbunden 
(Nielsen, 2003; Wang et al., 2014).  
Sie bilden den größten und vielfältigsten Anteil am Metabolitenprofil der Gattung 
Stachybotrys. Der Chemotyp S von S. chartarum produziert eine größere Auswahl an 
Phenylspirodrimanen als S. chlorohalonata. Die Gesamtkonzentration der Toxine ist 
aber geringer (Jagels et al., 2019; Jarvis et al., 1995).  
Aus S. chartarum-Isolaten können kontinuierlich neue Phenylspirodrimane isoliert 
werden (Liu et al., 2020; Zhang et al., 2018). 
Für Vertreter dieser Gruppe von Sekundärmetaboliten wie Stachybotrylactam und -
lacton (s. Abbildung 4) sind folgende toxische Wirkungen bekannt: Inhibition 
proteolytischer Enzyme, des Komplementsystems und der Ausschüttung von TNF-α. 
Zudem können sie die Thrombolyse und Fibrinolyse stimulieren sowie zytotoxisch und 
neurotoxisch wirken (Hinkley et al., 1999; Nielsen, 2003).  
Phenylspirodrimane zeigen auch immunmodulatorische Wirkungen und antivirale 
Eigenschaften (Bao et al., 2015; Li et al., 2017a; Li et al., 2017b; Li et al., 2014; Zhang 
et al., 2017). 
 
Abbildung 4: Strukturformeln von Stachybotrylacton und Stachybotrylactam (nach 
Jarvis, 2003), Pfeil: Spiroverbindung 
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2.1.4 Vorkommen und medizinische Bedeutung 
Stachybotrys spp. sind ubiquitär vorkommende Schimmelpilze, die aufgrund ihrer 
Zellulaseaktivität vor allem auf zellulosehaltigen Materialien wachsen (McQuade, 
1963; Nielsen et al., 1998). Dabei bevorzugen sie welkende und feuchte Matrizes wie 
zellulosehaltige Baustoffe und Futtermittel, z.B. Heu und Stroh (Hintikka, 1977; Jarvis 
et al., 1983; Nielsen et al., 1998; Nikulin et al., 1994).  
2.1.4.1 Futtermittel 
Sowjetische Wissenschaftler beschrieben zum ersten Mal den Zusammenhang 
zwischen einer Erkrankung bei Pferden und der Aufnahme von schwärzlich 
verschimmeltem Heu. Bis zu den Untersuchungen von Forgacs et al. (1958) waren dies 
die einzig verfügbaren Beschreibungen von Erkrankungen durch Stachybotrys spp.. 
Die Untersuchungen wurden nach Vorfällen im Jahre 1931 durchgeführt, bei denen 
Pferde sowjetischer Soldaten nach der Ingestion von schwarz verschimmeltem Stroh 
verstarben (Drobotko, 1945).   
Im Jahr 1947 konnte Sarkisov S. chartarum aus Stroh in einem von 
Stachybotryotoxikose betroffenen Betrieb isolieren (Forgacs, 1972). In späteren 
Untersuchungen konnten schließlich die für die Stachybotryotoxikose 
verantwortlichen makrozyklischen Trichothecene nachgewiesen werden (Harrach et 
al., 1983).  
Heu und Stroh gelten als die besten Nährmedien für S. chartarum (Bars und Bars, 1991; 
Dankó, 1975; Harrach et al., 1987). 
In den folgenden Jahrzehnten wurden Stämme von Stachybotrys spp. aus 
Futtermitteln isoliert und dabei mit Erkrankungen von Tieren in Verbindung gebracht 
(s. Tabelle 4). In aktuelleren Studien liegt der Fokus auf dem Vorkommen von 
Stachybotrys spp. in Innenräumen nach Wasserschäden und den daraus 
resultierenden gesundheitlichen Risiken für Menschen. Fallberichte zum Auftreten der 
Stachybotryotoxikose bei Tieren wurden nicht mehr veröffentlicht. 
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Tabelle 4: Nachweise von Stachybotrys spp. im Zusammenhang mit dem Auftreten von 
Stachybotryotoxikose bei Pferd, Rind und Schaf 
Betroffene 
Tierart 
Matrix Land Referenz 
Pferd n.b. Ungarn Jarmai (1929) 
Pferd Heu / Stroh Ukraine 
Drobotko et al. 
(1946) 
Pferd n.b. Ukraine 
Shulyumov et al. 
(1960) 
Pferd / Rind Stroh n.b. Fortuskny (1959) 
Rind n.b. n.b. 
Levenberg et al. 
(1961) 





Kriek und Marasas 
(1983) 
Pferd Stroh Ungarn Harrach et al. (1987) 
Pferd Heu Deutschland Launer et al. (1987) 
Pferd Stroh Frankreich Lefebvre et al. (1994) 
Pferd Stroh Südafrika 
Botha und Naudé 
(2002) 
n.b.: nicht beschrieben 
Neben den o.g. Nachweisen von Stachybotrys spp. mit dem Auftreten der 
Stachybotryotoxikose, gibt es zahlreiche Nachweise in Futtermitteln ohne Bezug auf 
Erkrankungen bei Menschen oder Tieren.  
Kluwe (2006) konnte das Vorkommen von verschiedenen Stachybotrys-Isolaten in 32 
Heu- und Strohproben aus deutschen Pferdeställen nachweisen. Dabei waren einige 
Isolate in der Lage, makrozyklische Trichothecene zu bilden.   
In Rumänien wurde Stachybotrys neben zahlreichen anderen Gattungen in Stroh aus 
der Schweinezucht nachgewiesen (Miclea et al., 2012).  
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Stachybotryotoxikose beim Pferd 
Die Stachybotryotoxikose wird zum ersten Mal in den Überlieferungen zur 
mongolischen Invasion in Russland im 13. Jahrhundert erwähnt (Dankó, 1975).  
Die mongolischen Truppen waren zum Rückzug genötigt, da ihre Pferde plötzlich 
zahlreich verstarben. Die Pferde hatten schimmelndes Stroh von den Reetdächern in 
den russischen Dörfern gefressen, das wahrscheinlich mit einem toxinbildenden 
Stamm von S. chartarum kontaminiert war (Dankó, 1975).  
In Ungarn wurde 1929 erstmalig eine Erkrankung beschrieben, die bei Pferden unter 
anderem zu Nekrosen und Geschwüren sowie plötzlichen Todesfällen führte. Die 
Diagnose lautete damals Pyoseptikämie (Dankó, 1975; Jarmai, 1929).   
Zwei Jahre später kam es in der Ukrainischen Sozialistischen Sowjetrepublik durch 
verschimmeltes Stroh zu plötzlichen Todesfällen bei Pferden, die als „NZ“ (neizvestnoe 
zabolevanie -unbekannte Erkrankung) oder „MZ“ (massovoe zabolevanie -
Massenerkrankung) bezeichnet wurde (Dankó, 1975; Forgacs, 1972).   
Bei der Erforschung der Ursache gelang es im Jahre 1938, S. chartarum aus Stroh in 
betroffenen Pferdebeständen nachzuweisen und somit erstmals eine Verbindung 
zwischen Schimmelpilz und Auftreten der Erkrankung herzustellen (Forgacs, 1972). 
Beim klinischen Verlauf werden drei Formen unterschieden: die typische und atypische 
Form sowie die Schockform, wobei die typische Form in drei Stadien untergliedert wird 
(s. Tabelle 5).  
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1 8-30 Tage  
Stomatitis 
oberflächliche und tiefe Risse im 
Maulwinkel 
Ödeme im Kopfbereich 




3 1-6 Tage 
Thrombozytopenie 
Lymphopenie 
Hyperthermie bis 41,5 °C 















Hyperthermie bis 41 °C 
Zyanose 
Hämorrhagien an sichtbaren 
Schleimhäuten 
schwacher Puls 
k.A. = keine Angabe 
Die Ausprägung und der Verlauf der Stachybotryotoxikose beim Pferd hängen von der 
aufgenommenen Toxinmenge und dem Zeitraum, über den die Aufnahme erfolgte, ab 
(Forgacs, 1972).  
Nicht alle Stämme von S. chartarum sind Toxinbildner, sie können aber auf geeigneten 
Nährmedien dazu in der Lage sein (Forgacs et al., 1958). 
Stachybotryotoxikose bei anderen Tierarten 
Die durch makrozyklische Trichothecene hervorgerufene Stachybotryotoxikose kann 
auch andere Tierarten betreffen. Symptome und Krankheitsverlauf ähneln dabei 
denen beim Pferd; Rinder scheinen resistenter (Forgacs et al., 1958).   
In der Literatur sind Fälle bei Rindern, Schafen und Schweinen beschrieben (Dankó, 
1975; Forgacs, 1972; Harrach et al., 1983; Schneider et al., 1979). Bei einem Bison und 
einem Nilpferd in einem Zoo wurde Stachybotryotoxikose diagnostiziert (Tkachenko, 
1960). Ferner ist diese Erkrankung bei Hühnern beschrieben worden (Askalonov, 1949; 
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Sarkisov, 1954).   
In verschiedenen Publikationen konnte die Stachybotryotoxikose durch die Fütterung 
von gezielt mit S. chartarum kontaminiertem Futter experimentell ausgelöst werden 
(Palyusik, 1970; Schumaier et al., 1963). Des Weiteren konnten im Tierversuch 
Symptome bei Mäusen, Meerschweinchen, Hasen und Hunden ausgelöst werden 
(Korneev, 1948). 
2.1.4.2 Lebensmittel 
Stachybotrys spp. wurden aus folgenden Produkten der Agrarwirtschaft isoliert: 
Erbsen, Gerste, Weizen, roter Pfeffer und Sojabohnenwurzeln (Abdel-Hafez und El-
Said, 1997; Korpinen und Ylimäki, 1972; Li et al., 2002). Abdel‐Hafez und El Naggar 
(2006) isolierten S. chartarum aus medizinischen Heilpflanzen, wobei andere 
Gattungen wie Alternaria spp. und Cladosporium spp. einen deutlich größeren Anteil 
an der insgesamt nachgewiesenen Mykobiota hatten.  
S. chartarum, S. chlorohalonata sowie makrozyklische Trichothecene konnten in einer 
Studie in getrockneten Kräutern nachgewiesen werden (Biermaier et al., 2015). 
Ansonsten konnten die Mykotoxine in verschiedenen Lebensmittelmatrizes nicht 
nachgewiesen werden (Barthel et al., 2012; Gottschalk et al., 2009; Sulyok et al., 2010; 
Xavier und Scussel, 2008). 
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2.1.4.3 Wohn- und Arbeitsräume 
Stachybotrys wurde zum ersten Mal nach der Isolation von einer Tapete beschrieben 
(Corda, 1837). Inzwischen ist bekannt, dass S. chartarum wiederholt in 
feuchtigkeitsgeschädigten Innenräumen aus Luftfiltern, Möbeln, Tapeten oder auch 
Gipskartonplatten isoliert werden konnte (Andersson et al., 1997; Gareis, 1994; 
Gottschalk et al., 2009; Hunter et al., 1988; Johanning, 1994; Nolard, 1999).   
Den ersten Nachweis für die Pathogenität gegenüber Menschen lieferte ein 
Humanexperiment, in dem sowjetische Wissenschaftler hochgradig kontaminiertes 
Stroh auf ihre Haut auftrugen und die resultierende Reaktion in Zusammenhang zu den 
Toxinen setzen konnten (Drobotko, 1945; Forgacs, 1972). 
Bei den Nachweisen von Stachybotrys spp. aus Wohn- und Arbeitsräumen konnte 
mehrfach ein Zusammenhang zu Krankheitssymptomen bei Menschen hergestellt 
werden (s.Tabelle 6) (Andersson et al., 1997; Dill et al., 1997; Gareis, 1994; Johanning, 
1994; Nolard, 1999).  
Stachybotrys spp. wurden wiederholt mit Fällen von respiratorischen und 
neurologischen Symptomen beim Menschen in Verbindung gebracht (Dearborn et al., 
2002; Dearborn et al., 1999; Johanning und Landsbergis, 1999; Koskinen et al., 1995; 
Scheel et al., 2001).   
Für den Menschen besteht folglich ein Gefährdungspotential durch Stachybotrys spp. 
beim Umgang mit verschimmelten Futterproben, bei Sanierungsarbeiten oder 
längerem Aufenthalt in Innenräumen nach Feuchteschäden über die inhalative 
Exposition und auch den direkten Kontakt (Hintikka, 1977; Johanning, 1994). 
Es konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Materialien aus schimmelbefallenen 
Innenräumen hohe Mengen an makrozyklischen Trichothecenen nachweisbar sind 
(Bloom et al., 2007; Gottschalk et al., 2006, 2008; Lanier et al., 2012; Nielsen et al., 
1998; Tuomi et al., 2000). Die inhalative Exposition resultiert aus der Bildung von 
Guttationströpfchen, die makrozyklische Trichothecene enthalten (Gareis et al., 2011). 
Die Symptome, die nach Aufenthalt in schimmelbefallenen Innenräumen (s. Tabelle 6) 
auftreten, werden unter dem Symptomkomplex „Sick Building Syndrome“ (SBS) 
zusammengefasst (Aditama und Andarini, 2002; Johanning und Landsbergis, 1999; 
Lorenz et al., 2013; Redlich et al., 1997; Sabir et al., 1999).  
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Stachybotrys spp. gehören zu den vielzähligen Auslösern des SBS (Dearborn et al., 
1999; Johanning, 1999; Scheel et al., 2001). Die Ursachen des SBS sind multifaktoriell; 
begünstigend wirken hohe Luftfeuchtigkeit, Exposition zu Mykotoxinen, Bioaerosolen 
und bakteriellen Endotoxinen sowie physischer und psychischer Stress (Aditama und 
Andarini, 2002; Engvall et al., 2001; Kuhn und Ghannoum, 2003; Li et al., 1997; Ooi und 
Goh, 1997; Trout et al., 2001). 
In den 1990er Jahren erreichte der Schimmelpilz besondere mediale Aufmerksamkeit 
durch die retrospektiv hergestellte Verbindung zu Erkrankungen im Zeitraum von 1993 
bis 1998 bei 37 Neugeborenen in Cleveland (Ohio, USA), wovon zwölf verstarben 
(Dearborn et al., 2002; Dearborn et al., 1999). In anderen Studien geht man im 
Zeitraum von Januar 1993 bis Dezember 1994 von zehn Kindern aus, die an pulmonaler 
Hämosiderose gestorben sind (Etzel et al., 1996; Etzel et al., 1998). Ein Großteil der 
betroffenen Kinder lebte in Häusern, die mit toxinbildenden S. chartarum-Stämmen 
befallen waren (Etzel et al., 1996).   
Spätere Datenauswertungen ergaben, dass das als Stachylysin bezeichnete Hämolysin 
ebenfalls an den gesundheitlichen Folgen beteiligt war.  
Retrospektiv konnte nicht immer ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von 
makrozyklischen Trichothecenen und dem Ausbrechen der pulmonalen Hämosiderose 
hergestellt werden (Jarvis et al., 1998; Vesper et al., 2000a; Vesper et al., 2001; Vesper 
und Vesper, 2002).  
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Tabelle 6: Übersicht zum Vorkommen von Stachybotrys in Wohn- und Arbeitsräumen 
im Zusammenhang mit Krankheitssymptomen beim Menschen 
Symptome Betroffene Matrix Referenz 
Atemwegsbeschwerden 













pulmonale Hämosiderose Kleinkinder Luftfilter 
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dermatologische Beschwerden 
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et al. (2010) 
ZNS: Zentralnervensystem     n.b.: nicht beschrieben  
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2.2 Methoden zur Differenzierung 
2.2.1 Kultur- und Mikromorphologie 
Für die Anzucht von Stachybotrys spp. werden folgende Festnährmedien verwendet: 
Corn Meal Agar (CMA), Malzextrakt-Agar (MEA), Potato Dextrose Agar (PDA) und 
Cellulose Agar (Hess-Kosa, 2018; Samson, 2010).  
Außerdem können Stachybotrys spp. auf einem mit Van-Iterson-Medium 
befeuchteten, sterilen Papierfilter angezüchtet werden. Bei dieser Anzuchtmethode 
hat die Gattung einen Selektionsvorteil, da sie in der Lage ist, die Zellulose im 
Papierfilter als Kohlenhydratquelle zu nutzen. Bei der Untersuchung von Proben aus 
Lebens- und Futtermitteln sowie der Umwelt auf den o.g. Standardnährmedien 
werden Stachybotrys spp. von schneller wachsenden Schimmelpilzgattungen 
überwachsen (Bata et al., 1985; Hintikka, 1977; McQuade, 1963). 
S. chartarum bildet sowohl auf MEA als auch auf PDA gräulich-schwarze Kolonien; es 
kann auch ein orange-braunes Pigment entstehen (s. Abbildung 5) (Andersen et al., 
2003; Samson, 2010). 
In mikroskopischen Präparaten stellen sich bei S. chartarum aufgerichtete 
Konidiophoren dar, die ein bis zwei Verzweigungen aufweisen. Die obovoiden 
Phialiden haben eine glatte Oberfläche (Andersen et al., 2003; Wang et al., 2015). Die 
Konidien sind rau und ellipsoid, teilweise auch obovoid. Sie können von einer 
Schleimkapsel umgeben sein (s. Abbildung 6) (Andersen et al., 2003; Samson, 2010; 
Wang et al., 2015).  
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Abbildung 6: Lichtmikroskopaufnahme von S. chartarum in 400-facher Vergrößerung 
(Klebestreifenpräparat, Anilinblaufärbung, eigene Aufnahme) 
  
Abbildung 5: Typische schwarze Dreipunktkolonien von S. chartarum nach 21 Tagen 
Anzucht auf MEA und PDA (eigene Aufnahmen) 
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2.2.2 Molekularbiologie 
Für die Genotypisierung von S. chartarum wird die Polymerasekettenreaktion (PCR) 
mit anschließender Sequenzierung eingesetzt. Die Zuordnung zum Reich der Fungi 
erfolgt durch die Sequenzierung des ribosomalen Genabschnittes für den internal 
transcribed spacer (ITS)-Abschnitt (Hibbett und Taylor, 2013; Schoch et al., 2012).  
Für die Identifizierung von S. chartarum werden ITS 1 / 4, ITS 1 / 2 sowie das 18 S rRNA-
Gen genutzt (Cruz-Perez et al., 2001; Haugland und Heckman, 1998; White et al., 1990; 
Zhou et al., 2000).  
Die Arbeitsgruppe von Cruse et al. (2002) differenzierte anhand von drei 
Genabschnitten zwei phylogenetische Gruppen von S. chartarum.  
Mithilfe des Trichodiensynthase 5- (tri5), des Chitinsynthase (chs-1) und des beta-
tubulin 1 (tub 1)-Genabschnittes konnten zwei Chemotypen von S. chartarum und eine 
weitere Spezies, S. chlorohalonata, unterschieden werden (Andersen et al., 2003). 
Die Abgrenzung der beiden Chemotypen (A und S) ist anhand der 
Metabolitenproduktion und jeweils eines ausgetauschten Nukleotids in der tub1- und 
der chs1-Region möglich (Andersen et al., 2003). Die beiden Spezies S. chlorohalonata 
und S. chartarum weichen im tri5-Genabschnitt in 28, im tub1-Abschnitt in 27 und im 
chs1-Genabschnitt in neun Nukleotidpositionen voneinander ab (Andersen et al., 
2003).  
Das Metabolitenprofil und damit die Chemotypen von S. chartarum werden von 
Genclustern definiert. Der Regulationsmechanismus für die Chemotypenentwicklung 
konnte bisher nicht geklärt werden (Semeiks et al., 2014).  
Es konnte gezeigt werden, dass einige Isolate von S. chartarum Chemotyp S keine 
makrozyklischen Trichothecene bilden. Anhand des Nachweises der Atranon- und 
Satratoxin-Gencluster mittels Multiplex-PCR und anschließender Agarose-
Gelelektrophorese konnte S. chartarum in drei Genotypen unterteilt werden. Neben 
den bisher definierten Atranon- und Satratoxintypen wurde ein Hybridtyp (Genotyp H) 
identifiziert, bei dem nur ein unvollständiger Satratoxin-Gencluster mit den 
Abschnitten SC1 und SC3 nachweisbar ist (Ulrich et al., 2019). 
LITERATUR  25 
2.2.3 Infrarotspektroskopie 
2.2.3.1 Prinzip 
Die Infrarotspektroskopie ist ein physikalisches Analyseverfahren der 
Molekülspektroskopie, das auf der energetischen Anregung von Molekülen basiert. 
Dabei wird Strahlung der Wellenlängen 780 nm bis 1 mm angewandt, die als 
Infrarotstrahlung bezeichnet wird.   
Es können Substanzen aller Aggregatzustände mit der Infrarotstrahlung durchleuchtet 
werden. Dabei wird das Verhältnis zwischen durchgelassener und eingedrungener 
Strahlung, auch Transmission genannt, bestimmt (Günzler und Gremlich, 2012). 
Da die Transmission von den Molekularbindungen abhängt und damit individuell für 
jede Substanz ist, können indirekte und direkte Aussagen bei der Identifizierung 
getroffen werden. Direkte Aussagen basieren auf dem Zusammenhang zwischen 
Strukturgruppen (z.B. Doppelbindungen, Hydroxygruppen) und Absorptionsbanden in 
den generierten Spektren. Anhand empirischer Daten kann das Vorhandensein oder 
Fehlen bestimmter Molekülbindungen aus den Absorptionsbanden abgeleitet werden 
(Colthup, 2012; Lin-Vien et al., 1991).   
Die indirekte Identifizierung beruht auf der Anwendung der sogenannten 
Fingerabdruck-Region (1500-1000 cm-1), die dem Kohlenstoffgerüst des Moleküls 
zugeordnet ist. Die stoffspezifischen Absorptionsbanden können mit kommerziell 
erhältlichen Spektrenbibliotheken abgeglichen werden (Günzler und Gremlich, 2012). 
Der Transmissionsgrad bei einer bestimmten Wellenlänge ist für jede Substanz 
spezifisch, was auch quantitative Analysen ermöglicht. Die Voraussetzungen dafür 
sind, dass keine Beeinträchtigungen der Messungen durch Aggregations-Effekte und 
Lösungsmittel vorliegen. Die Spurenanalyse mit der Infrarotspektroskopie ist bereits 
bei Konzentrationen unter 0,1 % möglich. Da die Messgeräte in der Regel mit einem 
Rechner verbunden sind, können auch aufwändige Mehrkomponentenanalysen 
durchgeführt werden (Günzler und Gremlich, 2012). 
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2.2.3.2 FT-IR-Spektroskopie 
In einem Fourier-Transformations-Infrarot-Spektrometer (FT-IR; Grundaufbau s. 
Abbildung 7) wird breitbandige Infrarot-Strahlung von einer Strahlenquelle 
ausgesandt, die auf einen Strahlteiler trifft. Der Strahlteiler lässt eine Hälfte des 
auftreffenden Lichts durch, wohingegen die andere Hälfte wieder reflektiert wird. Der 
reflektierte Teil der Strahlung wird auf einen fest montierten Spiegel geleitet, der 
diesen wieder auf den Strahlteiler reflektiert (Herres und Gronholz, 1984).  
Der dann durch einen beweglichen Spiegel modulierte Strahl verlässt das 
Interferometer des FT-IR, passiert die Probe und wird von einem Detektor registriert. 
Dabei kann jede Position des beweglichen Spiegels einer bestimmten Wellenlänge 
zugeordnet werden (Günzler und Gremlich, 2012; Herres und Gronholz, 1984).   
Das Interferogramm wird von dem Detektor registriert und in einem angeschlossenen 
Computer wird über Fourier-Transformation bestimmt, mit welcher Intensität 
bestimmte Wellenzahlen auftreten. Es wird das sogenannte Einkanalspektrum 
generiert. Das endgültige Spektrum ergibt sich aus dem Verhältnis des 
Einkanalspektrums zu einer Referenz. Bei der Referenz handelt es sich um die Messung 
der Messplatte ohne Probenmaterial („Background“) (Günzler und Gremlich, 2012; 
Herres und Gronholz, 1984). 
Die FT-IR-Spektrometer haben gegenüber den konventionellen Infrarotspektrometern 
vier Vorteile (Herres und Gronholz, 1984): 
1. Der gesamte Spektralbereich trägt bei jeder Messung zum Signal bei, da stets 
alle von der Strahlenquelle ausgesandten Frequenzen auf den Detektor treffen. 
Somit überträgt sich das Rauschen auf sämtliche Spektralbereiche, was zu 
einem verbesserten Signal/Rausch-Verhältnis führt. 
2. Die vollständigen Spektren können innerhalb von Sekundenbruchteilen 
generiert werden, da die Spiegel sehr schnell bewegt werden können. In 
konventionellen Geräten ohne Interferometer werden dazu Minuten benötigt. 
3. In dieser Art von Spektrometern werden kreisförmige Aperturen verwendet, 
die dazu führen, dass der Strahlungsdurchsatz mindestens um den Faktor 6 
erhöht ist. 
4. Die Wellenzahlgenauigkeit ist direkt mit der Positionsbestimmung des 
beweglichen Interferometerspiegels gekoppelt. Mit Hilfe eines Helium-Neon-
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Lasers kann die Position des beweglichen Spiegels auf 0,005 µm genau 
bestimmt werden, sodass auch geringfügige Differenzen in Spektren ermittelt 
werden können. 
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Naumann et al. (1988) zeigten, dass die FT-IR-Spektroskopie auch für die Identifikation 
verschiedener Bakterien anhand der Spektren geeignet ist. Dies beruht auf der 
Tatsache, dass auch die molekularen Verbindungen innerhalb eines Mikroorganismus 
die Infrarotstrahlung unterschiedlich intensiv absorbieren und sich ein individueller 
Fingerabdruck ergibt (Burgula et al., 2007; Naumann et al., 1991).  
Im Falle des verwendeten FT-IR-Spektrometers und der zugehörigen Biotyper-
Software werden die erzeugten Daten in ein Dendrogramm umgewandelt. So können 
Ähnlichkeiten von Proben zueinander oder auch von Proben zu Referenzorganismen 
dargestellt werden (N.N., 2017). 
Zur Identifizierung klinisch relevanter Erreger werden die Mikroorganismen auf 
Festmedien angezüchtet, die keine optimalen Wachstumsbedingungen liefern, um die 
Bakterien auf gewisse Weise zu stressen, was die Ausprägung 
unterscheidungsrelevanter Charakteristika fördern soll (N.N., 2017).   
Von den Festmedien kann bereits nach 24 Stunden mit Hilfe einer sterilen Einwegöse 
Material von konfluierenden Kolonien entnommen werden. Das entnommene 
Material wird dann in 70%-iges EtOH überführt, um die Mikroorganismen zuverlässig 
abzutöten.   
Damit die Zellwände für die Analyse der Zellen zerstört werden können, wird die Probe 
nach der Zugabe von Metallperlen mit einem Vortexer bearbeitet. Zum Absenken der 
Oberflächenspannung wird noch Aqua bidest. hinzugefügt, was das Auftragen auf die 
96-Messpunkte-Silizium-Mikrotiterplatte erleichtert. So wird die Konzentration der 
Probenflüssigkeit in der Mitte des Messpunktes verhindert und es ist sichergestellt, 
dass der gesamte Messpunkt mit Probenmaterial bedeckt ist. Nach der vollständigen 
Trocknung bei 37 °C kann das Probenmaterial gemessen werden (N.N., 2017). 
Zu Beginn einer jeden Messung werden automatisch bakterielle Teststandards 
gemessen, anhand derer die Software die Funktionsweise des FT-IR-Spektrometers 
überprüft und sicherstellt. Ohne die erfolgreiche Kontrolle der Teststandards kann die 
Analyse mit dem FT-IR-Spektrometer nicht durchgeführt werden (N.N., 2017).  
Sobald die Probenmessung abgeschlossen ist, werden die zu jedem Messpunkt 
erzeugten Spektraldaten automatisiert in Dendrogrammen hinterlegt. Dabei werden 
die zu einem Messpunkt hinterlegten Daten je nach ausgewählter Methode und 
Fragestellung in Beziehung zu den Daten eines anderen Messpunktes gesetzt (N.N., 
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2017).   
Bei der Methode „mean average linkage“ werden alle Einzelspektren eines Isolates 
zusammengefasst, sodass die Ähnlichkeiten im Dendrogramm übersichtlich dargestellt 
werden können. In der hierarchischen Clusteranalyse kann eine Aussage über die 
Zugehörigkeit verschiedener Mikroorganismen zueinander oder zu hinterlegten 
Referenzdaten getroffen werden. Bisher erhältlich sind Referenzdatenbanken für 
Bakterien und Hefen (N.N., 2017).  
Die FT-IR Spektroskopie wird auch für die Identifizierung und Charakterisierung 
filamentöser Schimmelpilze genutzt (s. Tabelle 7).   
Je nach zur Verfügung stehender apparativer Ausstattung können die Schimmelpilze 
anhand von Kulturmaterial von Fest- oder Flüssigmedien analysiert werden.  
Die angewandte Methode der Arbeitsgruppe von Shapaval et al. (2010), bei der 
homogenisiertes Mycel aus Flüssigmedien zur Analyse benutzt wird, stellte sich als am 
besten geeignet für die Analyse von S. chartarum heraus.  
In der Lebensmittelindustrie können auch verschiedene Inhaltsstoffe, wie z.B. Koffein 
in Limonaden (Paradkar und Irudayaraj, 2002) oder auch Rückstände von 
antibiotischen Wirkstoffen in Milch (Sivakesava und Irudayaraj, 2002) qualitativ und 
quantitativ mit Hilfe der FT-IR-Spektroskopie bestimmt werden. 
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Tabelle 7: Übersicht zur Identifizierung und Charakterisierung von Mikromyzeten 
mittels FT-IR Spektroskopie 
Mycota FT-IR-Spektrometer Referenz 
Aspergillus sp. 
KVB/Analect (Irvine, CA) Modell 
RFX-75 Spektrometer, modifiziert 
für PAS mit MTEC (Ames, IA) Modell 
200 mit photoakustischem Detektor 
Gordon et 
al. (1998) 
Microsporum sp., Trichophyton spp. 
IFS-28B FT-IR-Spektrometer (Bruker 




FT-IR-Spektrometer (Bruker) mit 
LADTGS Detektor und ATR (SensIR 
Technologies, USA) 
Kos et al. 
(2002) 
Aspergillus spp., Penicillium spp. 
IFS-28B FT-IR-Spektrometer (Bruker 
Optics GmbH, Ettlingen) 
Fischer et 
al. (2006) 
Colletotrichum sp., Fusarium spp., 
Pythium spp., Rhizoctonia spp., 
Verticillium sp. 
Spectrophotometer (Bruker Vector 
22) mit DTGS-Detektor und ATR-




Alternaria sp., Aspergillus sp., 
Mucor spp., Paecilomyces sp., 
Phoma sp. 
HTS-XT mit Tensor 27 Spektrometer 





Tensor 27) mit ATR 
Salman et 
al. (2011) 
Alternaria spp., Aspergillus spp., 
Fusarium spp., Geotrichum sp., 
Mucor spp., Paecilomyces sp., 
Penicillium spp., Phoma sp., 
Rhizopus sp. 
HTS-XT mit Tensor 27 Spektrometer 
(Bruker Optik GmbH) 
Shapaval et 
al. (2013) 
Alternaria sp., Aspergillus spp., 
Aureobasidium sp., 
Cunninghamella spp., Emericella sp., 
Fusarium spp., Geotrichum sp., 
Lichtheimia sp., Mucor spp. 
FT-IR-Spektrometer (Tensor 27, 
Bruker Optics, Frankreich) mit HTS-
XT-Modul (Bruker Optics) 
Lecellier et 
al. (2014) 
Aspergillus spp., Byssochlamys sp, 
Fusarium spp., Penicillium spp., u.a. 
FT-IR-Spektrometer (Tensor 27. 




FT-IR-Spektroskopie: Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie; PAS: photoakustische Spektroskopie; ATR: 
attenuated total reflexion; LADTGS: deuteriertes Triglycerinsulfat mit L-Alanin; DTGS: deuteriertes 
Triglycerinsulfat; HTS-XT: high throughput screening extension 
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Abstract 
Stachybotrys (S.) chartarum is a cellulolytic mould with the ability to produce highly 
cytotoxic macrocyclic trichothecenes. Two chemotypes are defined according to their 
ability to produce either atranones (A-type) or satratoxins (S-type). S. chartarum has 
been well-known as the causative agent of the lethal disease stachybotryotoxicosis in 
horses. Further investigations revealed that this disease is strictly correlated with the 
presence of macrocyclic trichothecenes. Furthermore, their occurrence in water-
damaged buildings has been linked to adverse health effects such as the Sick Building 
Syndrome. As the chemotypes cannot be characterized via phenotypic criteria, 
different methods such as PCR, MALDI-TOF MS, LC-MS/MS, thin-layer chromatography 
and cytotoxicity assays have been used so far. Fourier-transform-infrared spectroscopy 
(FT-IR) is commonly used for the differentiation of bacteria and yeasts but this 
technique is also applicable to filamentous fungi. Hence, this study aimed at evaluating 
to which extent a reliable differentiation of S. chartarum chemotypes A and S is 
possible. Besides, another objective was to verify if the recently introduced third 
genotype of S. chartarum can be identified. Therefore, 28 strains including the two 
chemotypes and the third genotype H were cultivated on malt extract agar (MEA) and 
potato dextrose agar (PDA) in three biological replicates. Each sample was applied to 
FT-IR-measurements on day 7, 14 and 21 of cultivation. In this study, we achieved a 
distinction of the chemotypes A and S via FT-IR spectroscopy after incubation for 7 
days on MEA. In terms of genotype differentiation, the PCR detecting satratoxin- and 
atranone-gene clusters remained the only applicable method. 
 
Keywords Stachybotrys chartarum, macrocyclic trichothecenes, Triplex PCR, Fourier-
transform-infrared-spectroscopy 
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List of abbreviations 
FT-IR Fourier-transform-infrared spectroscopy 
LC-MS/MS liquid-chromatography mass spectrometry 
MALDI-TOF MS matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight mass 
spectrometry 
MEA malt extract agar 
MEB malt extract broth 
PDA potato dextrose agar 
PDB potato dextrose broth 
S. Stachybotrys 
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Introduction 
Stachybotrys is a dematiaceous mould comprising 75 species [1, 2]. Due to its 
cellulolytic activity, it can mostly be isolated from hay, straw, damp building materials 
(e. g., gypsum board, wallpaper, wood), and culinary herbs [3-8]. It has firstly attracted 
scientific interest after numerous horses of the former Soviet military died after the 
ingestion of feed which was highly contaminated with this black mould [9]. This lethal 
disease was named stachybotrytoxicosis and further investigations identified highly 
cytotoxic macrocyclic trichothecenes as the actual causative agents [9, 10]. In terms of 
secondary metabolites, S. chartarum is also known to produce atranones and 
phenylspirodrimanes [11, 12]. The macrocyclic trichothecenes are suspected to cause 
severe health effects in humans as their occurrence has been linked to cases of sick 
building syndrome, hemorrhages in infants and other adverse health effects [13-18, 
10]. S. chartarum is commonly divided into two chemotypes according to their ability 
to produce atranones (chemotype A) or satratoxins (chemotype S) [11]. In a recently 
published study, another nomenclature dividing S. chartarum isolates into three 
genotypes was proposed [19]. FT-IR spectroscopy has been successfully used for the 
identification and characterization of bacteria and yeasts as well as for the 
differentiation of moulds such as Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. and 
many others [20-26]. However, neither S. chartarum nor any other species of 
Stachybotrys have been part of FT-IR spectroscopy studies. An IR-spectrometer emits 
infrared radiation which penetrates the sample and the intensity of the infrared 
radiation is measured before and after passing through the sample. The intensity of 
transmission depends on the quantity and quality of the molecular bonds in the 
specific sample. In the following, the interferogram is converted into a unique infrared 
spectrum via Fourier-transformation [27]. Finally, the spectral data are converted into 
dendrograms and can be evaluated with the help of hierarchical cluster analysis based 
on the Euclidean distance [28]. 
This study aimed at the differentiation of S. chartarum chemotypes via FT-IR 
spectroscopy. 
All the selected strains were initially characterized via PCR and then applied to FT-IR 
spectroscopic analysis. With this technology, the chemotypes A and S could be 
successfully distinguished after incubation for 7 days on malt extract agar (MEA). 
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Furthermore, the strains were also incubated on potato dextrose agar (PDA) to 
evaluate if one of the media was more suitable for reliable results.  
 
Materials and Methods 
Fungal isolates and culture conditions 
In total, 28 strains of S. chartarum were examined in this study (Table 1). The isolates 
are divided into three sets: nine strains of chemotype A, nine strains of chemotype S 
and ten strains of genotype H. Among these five reference strains were purchased 
from CBS (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, The Netherlands), IBT (Culture 
Collection of Fungi, Denmark) and ATCC (American Type Culture Collection). The 
remaining 23 strains are field isolates and were selected from the in-house culture 
collection already characterized by different methods (MALDI-TOF MS, sequencing 
(tri5-fragment) and mycotoxin production by LC-MS/MS). All strains were either stored 
as lyophilisates or in 20 % glycerol as single-spore-isolates.  
For all identification and characterization steps, the cultures were grown on malt 
extract agar (MEA, ready-to-use-mix, 48.0 g/L, Merck Darmstadt, Germany), and 
potato dextrose agar (PDA, ready-to-use-mix 39.0 g/L, VWR Darmstadt, Germany). 
Culture media were sterilized at 121 °C for 15 minutes before use. Working cultures 
were grown as three-point isolates for 21 days at 25° C and 95 % relative humidity. 
Each strain was cultivated in three biological replicates on both media. In total, six 
cultures per isolate were analysed with the methods explained below. For the 
preparation of liquid cultures for FT-IR-spectroscopy measurement, malt extract broth 
(MEB, ready-to-use-mix, 17.0 g/L, Merck Darmstadt, Germany), and potato dextrose 
broth (PDB, ready-to-use-mix, 24.0 g/L, VWR Darmstadt, Germany) were used. A 
photograph of each isolate has been taken and to confirm the determination of the 
prevailing genotype, the PCR based on the truncated satratoxin gene clusters has been 
carried out as described previously [19]. 
 
Isolation of fungal DNA and PCR products 
For the isolation of fungal DNA, mycelia of seven days old cultures were transferred to 
an Eppendorf tube (Eppendorf, Hamburg, Germany) with 1000 µL ethanol. The 
extraction of DNA was performed with the NucleoSpin® Plant II-Kit (Macherey Nagel, 
Düren, Germany) and a slightly modified instruction as described below. The samples 
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were centrifuged for 5 minutes at 14500 rpm (Mini Spin® Plus, Eppendorf, Hamburg, 
Germany, 12-well rotor, 17661 rcf) and the supernatant was removed, this step was 
repeated once. In order to achieve a better cleavage of cells, 150 mg of glass beads 
(diameter 1 mm, Bio-Spec Products, Karlsruhe, Germany) were added to the 400 µL 
Lysis buffer and the isolates were treated with a TissueLyser (Qiagen, Hilden, Germany) 
for 30 seconds (frequency: 30/sec) [7]. Ten µL diluted RNase (NucleoSpin® Plant II-Kit) 
and 5 µL protein kinase K (20 mg/mL, recombinant PCR grade, Roche, Basel, 
Switzerland) were added and the samples then incubated for 60 minutes at 65 °C 
(Thermomixer Comfort, Eppendorf, Hamburg, Germany). The liquid samples were 
transferred to a new 1.5 mL reaction tube and after adding of 100 µL chloroform 
(Merck, Darmstadt, Germany) mixed for 20 sec and centrifuged for further 15 min at 
14500 rpm. The supernatant was then gently transferred to a collection tube with a 
violet filter (NucleoSpin® Plant II-Kit) and centrifuged for 2 min at 11000 rpm (10164 
rcf). In the following step, 450 µL PC buffer were added. The samples were transferred 
to a new collection tube with a green filter (NucleoSpin® Plant II-Kit) and centrifuged 
for 1 min at 11000 rpm. The green filter was washed with 400 µL washing buffer PW1 
(centrifugation for 1 min at 11000 rpm). The last two washing steps were carried out 
with the washing buffer PW2 (600 µL and 1 min at 11000 rpm, 300 µL and 3 min at 
11000 rpm). The filter was transferred to a new 1.5 mL reaction tube. Fifty µL elution 
buffer PE were added to the filter with the bound DNA and the samples were incubated 
for 5 min at 70 °C followed by a final centrifugation step (1 min at 11000 rpm). The 
elution step was repeated once. The DNA extracts were diluted with sterilized water 
to a final concentration of approximately 10 ng/mL. The concentrations were 
determined with a NanoDrop 1000 spectrophotometer (PeQlab, Erlangen, Germany). 
Until further analysis, the DNA extracts were stored at -20 °C. 
 
PCR analysis of satratoxin and atranone cluster genes 
The PCR was carried out using two pairs of primers (based on the genome sequences 
of the macrocyclic trichothecene producing strains IBT 40293, IBT 7711 and the 
atranone producing strain IBT 40288) as described in an earlier publication [19]. The 
master mix for 25 µL reactions consisted of the following components: 5 µL Green 
GoTaq Flexi Buffer (Promega, Mannheim, Germany), 2 µL MgCl2 (0.25 mol/L, Promega, 
Mannheim, Germany), 2.5 µL dNTP (0.2 mol/L, Promega, Mannheim, Germany), 2 µL 
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of each primer (0.05 mol/L, Eurofins, Ebersberg, Germany), 0.25 µL GoTaq G2 Flexi 
DNA polymerase (5 u/µL, Promega, Mannheim, Germany), sterile demineralized water 
up to 24 µL. One microliter of genomic DNA (approximately 10 ng/µL) of the tested 
strains was added to the master mix. The PCRs were run in a Bio-Rad iCycler (Bio-Rad, 
Munich, Germany) using the following temperature protocol: initial melting at 95 °C, 
melting 30 sec at 95 °C, annealing at 58 °C for 20 sec, followed by elongation at 72 °C 
for 30 sec. The cycle of melting, annealing and elongation has been carried out thirty 
times. The final extension was carried out at 72 °C for 5 minutes. For final 
identification, the amplification products were separated on a 1.5 % (w/v) agarose gel 
(BioRad, Munich, Germany) in a TAE buffer (5%, Roth Karlsruhe, Germany). To mark 
the molecular weight, a 100 bp gene marker was used (HyperLadder, Bioline, 
Luckenwalde, Germany). Ethidium bromide (0.5 µg/mL, VWR, Darmstadt, Germany) 
was used for visualisation. The gel was inspected in a UV chamber (Bio-Rad, Munich, 
Germany) and documented with a GelDoc software. 
 
Sample preparation for FT-IR-spectroscopy 
Mycelia and spores were taken from the working cultures after 7, 14 and 21 days of 
incubation with a sterile swab (dipped in the prevailing broth) and transferred into 
centrifuge tubes (15.0 mL Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany) filled with 
12.5 mL MEB or PDB to leave enough space for the mycelia to grow. The samples were 
incubated at room temperature on a rotary shaker for 4 days. On the 4th day of 
incubation, the tubes were put vertically for 5 minutes in order to let mycelia pellets 
settle to the bottom of the tube. The mycelia free broth was gently poured off. 1500 µL 
of the liquid broth with mycelia pellets were transferred with a pipette (Eppendorf 
Reference 100-1000 µL, Eppendorf Hamburg, Germany) to a 1.5 mL Eppendorf tube 
and centrifuged for 5 minutes at 13500 rpm (Labogene, Allerød, Denmark, 12-well 
rotor, corresponds to 18371 rcf). The supernatant was removed, and the step was 
repeated with 800 µL of liquid broth. After another centrifugation step, the 
supernatant was removed again. 1000 µL sterile aqua bidest. were added and vortexed 
for one minute. The samples were centrifuged at 13500 rpm for 5 minutes and the 
liquid was removed. This washing step was repeated twice. 50 µL of ethanol (70 %) and 
four sterile metal beads (Bruker Daltonik GmbH, Germany) were added. To achieve a 
better cleavage of cells, the samples were treated with a TissueLyser (Qiagen, Hilden, 
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Germany) for 30 seconds at 30/s. Afterwards, the samples were treated with the short 
spin function to settle mycelia in the reaction tube and to avoid too much material in 
the lid. In order to reduce the surface tension, 50 µL sterile aqua bidest were added. 
The samples were vortexed for 30 sec and 15 µL of each sample were spotted on a 96-
well microtiter plate (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany). The microtiter plate 
was dried at 37 °C in an incubator until all technical replicates were entirely dried and 
applied to analysis. The instructions are also displayed as a flowchart in Online 
Resource 1. 
 
Quality check of the sample material 
Before each measurement, the applied sample material is evaluated regarding 
different criteria (e.g., absorption, signal-to-noise ratio). The quality check is obligatory 
and cannot be skipped. The spectral data can only be generated if this check is passed. 
 
FT-IR-spectroscopy measurement and evaluation 
FT-IR-spectroscopic measurements were performed with an IR Biotyper spectrometer 
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) following the Bruker Daltonik User’s 
manual for FT-IR-spectroscopy (2017) except for the sample preparation protocol. For 
each strain, 6 technical replicates were prepared for measurement. The analysis of the 
generated data was performed with the Biotyper software (Version 1.5.0.90, Bruker 
Daltonik GmbH, Bremen, Germany) and its automated settings. The spectra were 
recorded up to 1500 cm-1 with a spectral resolution of 3 cm-1 and an aperture of 
10 mm. For each spectrum, 64 scans were averaged. The spectral data were 
automatically transformed into dendrograms using the average mean spectra method 
to maintain simplicity in the figures 3 and 4 [28]. 
 
Statistical data analysis 
The statistical data analysis was carried out using the SPSS software (version 26.0). In 
order to determine the accordance between the genotype identification via PCR and 
the classification via FT-IR spectroscopy, the Cohen’s Kappa values were calculated. 
The categorization of the Cohen’s Kappa value by Landis, Koch [29] was applied to the 
statistical data as follows: <0.00 = poor; 0.00-0.20 = slight; 0.21-0.40 = fair; 0.41-0.60 = 
moderate; 0.61-0.80 = substantial; 0.81-1.00 = almost perfect accordance. Besides, the 
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statistical significance was calculated and is given as p-value. The results of the 
classification were interpreted as statistical relevant if the p-value was below 0.05. The 




This study aimed at the differentiation of the S. chartarum chemotypes. Therefore, 28 
strains of S. chartarum were initially characterized via PCR to identify their satratoxin- 
and atranone gene clusters [19]. Moreover, the optimized sample preparation 
protocol was applied to these strains for their differentiation via FT-IR measurements. 
The results of the identification via PCR were compared with the chemotype 
characterization via FT-IR spectroscopy. The accordance of the results was defined with 
the help of Cohen’s Kappa values [29]. 
 
Identification of S. chartarum isolates with triplex PCR 
Recently, a new nomenclature for S. chartarum was introduced. S. chartarum isolates 
can be distinguished into three genotypes based on distinct gene clusters (atranone- 
and satratoxin-gene clusters). The newly introduced hybrid genotype H contains the 
complete gene set for atranone production but an incomplete set for macrocyclic 
trichothecenes and the first toxin analysis revealed no detectable macrocyclic 
trichothecenes [19]. Every strain has been cross-checked via PCR analysis based on the 
proposed new nomenclature. The results are summarized in table 1 and the actual 
visualization of the DNA fragments can be seen in figure 1. The size of the DNA 
fragments turned out as expected and each isolate could be classified as one of the 
two distinct chemotypes, the third genotype H respectively (S-type: 346 bp, A-type: 
230 bp, H-type: both fragment sizes). In figure 2 representative cultures of the 
chemotypes and the hybrid genotype H are displayed. Neither the acknowledged 
chemotypes A and S nor the recently described genotype H possess phenotypic 
characteristics that enable a reliable distinction. 
 
FT-IR spectroscopy 
For the differentiation of the two chemotypes A and S, a classification in two distinct 
clusters was obtained after 7 days of incubation on MEA. All but one isolate (S 1493/1) 
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were correctly classified as chemotype A or chemotype S. The Cohen’s Kappa value 
(= 0.89; p < 0.01) shows that the accordance in this case is “almost perfect” according 
to the categories of Kappa values (Fig. 2 a) [30, 29]. The prolongation of the incubation 
period resulted in a less correct differentiation and lower Cohen’s Kappa values (Fig. 2 
b, c). The Cohen’s Kappa values decrease to 0.67 (day 14) and 0.78 (day 21; both 
“substantial accordance” [29]). Noticeably, the isolate S 1493/1 remains in the 
chemotype A-cluster after 14 and 21 days of incubation. Furthermore, after being 
incubated on MEA for 14 and 21 days, the isolate S BB2 is shifted from the chemotype 
S cluster to the chemotype A cluster. Besides, the strain S 1353 is correctly classified 
as chemotype A in Figure 2 a and c. Contrarily, after 14 days of incubation it is neither 
assigned to the chemotype A cluster nor to the genotype S cluster. 
Due to the fact that cut-off values for the differentiation on the strain level are only 
defined for bacteria or yeasts, experimental cut-off values for the distinction of 
chemotypes were suggested [28]. Regarding the results for the incubation on MEA, the 
lowest suggested cut-off values are 0.05 in all three cases. Overall, the distinction levels 
fluctuate, but a distinction appears to be reliable, if the cut-off value is between 0.1 
and 0.05. In comparison to cut-off values for the distinction of bacterial strains, the 
suggested values in this study are clearly lower [28]. To state an example, analysing 
P. aeruginosa with the basic IR-extraction and the settings used in the study at hand, 
the recommended cut-off values for a reliable distinction lie between 0.2 and 0.25 [28]. 
These low cut-off values for S. chartarum chemotypes result from the fact that only 
isolates of one species were analysed. The evaluation of the analyses aimed at the 
differentiation of S. chartarum strains on the subspecies level, chemotypes precisely. 
The results for the cultivation on PDA generally resulted in low Cohen’s Kappa values 
(highest value on day 7: 0.44; “fair accordance” [29]). Furthermore, two clusters are 
only distinguishable after incubation for 7 days. The correct characterization of the two 
chemotypes is only “moderate” (0.44, Fig. 4 a) [29]. After further incubation for 14 and 
21 days, even no main clusters are discernible (Fig. 4 b, c). Consequently, no reliable 
characterization was possible after cultivation of S. chartarum isolates on this type of 
agar.  
The basic IR-extraction method had to be optimized in this study, because it is only 
adapted to bacteria and yeasts [28]. Thus, the basic IR-extraction protocol was 
replenished with further treatments. Avoiding sporulation and dark pigmentation, the 
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usual incubation of S. chartarum on solid media was followed by an incubation period 
in liquid media [31]. The samples continued to grow for four days in liquid medium and 
provided enough biomass for technical replicates. Further washing steps with 
ultrapure water were included in the optimized protocol to avoid contamination of the 
sample material by residues of the medium. An additional homogenization step finally 
enabled the measurement of the fungal sample material.  
The evaluation of the measurements revealed that the hybrid genotype H cannot be 
distinguished from the low-cytotoxic chemotype A or from the highly cytotoxic 
chemotype S via FT-IR spectroscopy (Table 2). 
 
Discussion 
The two chemotypes of S. chartarum could be distinguished after incubation on MEA 
for 7 days, all but one isolate (S 1493/1) were characterized as the correct chemotype. 
As the amount of toxins increases over time, the correct categorization of the 
chemotypes was expected to increase simultaneously [32]. Unexpectedly, our results 
revealed that the number of falsely categorized isolates increased (Fig. 3). The most 
conspicuous isolates of the incubation period on MEA are S 1493/1, S BB2 and S 1353. 
The strain S 1493/1 is wrongly classified as chemotype A in all three cases, although it 
was confirmed to produce macrocyclic trichothecenes in previous LC-MS/MS analyses. 
The ability to produce cytotoxic toxins might not be the relevant criterion for 
distinction. In addition, various subcultivations of the strains might lead to mutations 
which modify the molecular bonds and the unique spectral data [33]. Contrarily, the 
strains S BB2 and S 1353 are characterized unequivocally over time as different 
chemotypes (Fig. 3). According to Shapaval et al. (2010), the spectral regions “fatty 
acids + lipid” (3200-2800 cm-1, 1300-1000 cm-1) and “fingerprint” (900-700 cm-1) are 
the most suitable for the distinction of species in hierarchical cluster analysis [25]. The 
study at hand covers most of the suggested spectral regions. The relevant regions for 
the differentiation of S. chartarum on the subspecies level might lie beyond these 
regions. Moreover, the ambiguous characterization of these isolates over time might 
result from unrevealed differences or characteristics. As far as we are informed, only 
one other study about FT-IR spectroscopy aimed at the distinction of fungal strains in 
terms of toxin production. Kaya-Celiker et al. successfully distinguished peanuts 
contaminated with non-toxic strains of A. flavus from those contaminated with toxic 
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strains. The method used was not applicable for this study as a completely different 
FT-IR system was used [34]. The phenomenon of isolates which are characterized 
differently below the species level has not been reported yet.  
To evaluate the impact of the cultivation media, MEA and PDA were used because both 
media are commonly used in studies on the characterization of Stachybotrys spp. [11, 
32, 35]. However, PDA turned out to be not suitable for the incubation of S. chartarum 
as already observed elsewhere [3]. 
As the treatment of fungal materials for FT-IR spectroscopic methods implies several 
difficulties, e.g., hydrophobic conidia, pigments or unstable biochemical characteristics 
of spores after the application of chemicals, various protocols for the sample 
preparation of different fungal species were developed [23, 25, 36]. The most 
applicable workflow included an additional incubation period in liquid medium and a 
homogenization step [25]. Thus, the amount of biomass was increased for technical 
replicates and the dark pigmentation was reduced. These optimizations finally enabled 
the application of FT-IR spectroscopic measurements to S. chartarum.  
In this study, the subdivision of S. chartarum into three genotypes could not be 
confirmed via FT-IR spectroscopic measurements. However, regarding the results of 
the identification via PCR for satratoxin and atranone gene clusters, each strain could 
be identified as the expected chemotype or genotype. Above all, the previous 
differentiation of S. chartarum into a macrocyclic trichothecene type (chemotype S) 
and an atranone type (chemotype A) seems to be the most appropriate 
characterization when it comes to terms of FT-IR spectroscopic analysis [11].  
To evaluate the health risk for humans, the reliable characterization of a S. chartarum 
isolate as chemotype S is very important as a first indication, but it does not allow a 
statement about the actual health risk. Exposure is depending on a variety of factors 
such as the general ability to produce mycotoxins which is influenced by various 
external factors, the amount of mycotoxins produced and finally the way of exposure 
(direct contact, ingestion, inhalation) [37, 38]. The methods of choice for the detection 
and evaluation of the toxic potential of S. chartarum strains remain LC-MS/MS and 
cytotoxicity testing as the results of the FT-IR analysis can only be seen as an indication 
of chemotype characterization [39, 40]. After these first analyses, FT-IR spectroscopy 
seems to be too time consuming with inconsistent results for the characterization of 
S. chartarum chemotypes in practical terms. In conclusion, the differentiation of the 
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S. chartarum chemotypes via FT-IR spectroscopy can be achieved if the isolates are 
incubated for 7 days on MEA. It is not advisable to prolong the incubation period to 
increase reliability. For FT-IR spectroscopic measurements, the distinction of 
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Tables and figure legends 
Fig. 1 Agarose gel (1.5 %) stained with Ethidium bromide (0.5 µg/mL) for visualization 
of the results of triplex PCR for the identification of atranone (chemotype A: 230 bp)‐ 
and satratoxin (chemotype S: 346 bp)‐gene clusters in S. chartarum; in genotype H 
isolates both clusters are detectable: 
1 = S 1074, 2 = S 1244, 3 = S 1286, 4 = S 1353, 5 = S 1378, 6 = S 1431, 7 = S 1432, 
8 = S 1433, 9 = S 1114, 10 = S 1493/1, 11= S 35 It, 12 = R 07, 13 = R 24, 14 = S BO1a, 
15 = S BO1b, 16 = positive controla, 17= non template control, 18 = S 1362, 19 = S BO2, 
20 = S BB2, 21 = S 1077, 22 = S 1285, 23 = S 1333, 24 = S 1334, 25 = S 1335, 
26 = S 1341, 27 = S 29, 28 = S 41, 29 = S 42, 30 = S 43, 31 = positive controla, 
32 = non template control 
a = IBT 40293, IBT 7711 and IBT 4028 
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Table 1  Strains and characteristics of Stachybotrys (S.) chartarum (n = 28, in-house 
culture collection and reference strains) examined in the present study 






S 1074 FSM wallpaper A - 
S 1244 FSM gypsum board A - 
S 1286 FSM gypsum board A - 
S 1353 FSM wallpaper A - 
S 1362 FSM wallpaper A - 
S 1378 FSM wallpaper A - 
S 1431 FSM plasterboard A - 
S 1432 FSM plasterboard A - 
S 1433 FSM plasterboard A - 
IBT 40288d IBT building material A - 








S 1114a MRI (R 03) plasterboard S + 
S 1493/1 FSM air sample S + 
S 35 It FSM straw S + 
S BB2 FSM savory S + 
S BO1a FSM oregano S + 
S BO1b FSM oregano S + 
S BO2 FSM oregano S + 
IBT 7711d IBT building material S + 
S 1077 FSM plasterboard H - 
S 1285 FSM gypsum board H - 
S 1333 FSM gypsum board H - 
S 1334 FSM gypsum board H - 
S 1335 FSM gypsum board H - 
S 1341 FSM wallpaper H - 
S 29 FSM straw H - 
S 41 FSM unknown H - 








CBS Westerdisjk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, The Netherlands; FSM Chair of Food Safety Ludwig-Maximilians-
University, Munich, Germany; IBT Culture Collection of Fungi, Danish Technical University, Lyngby, Denmark; ATCC American 
Type Culture Collection, Manassas, USA, MRI Max Rubner Institut, Kulmbach, Germany 
areference strains 
b method according to Ulrich et al. (2019) [19] 
cprior analyses (Gareis M. Characterization of Stachybotrys chartarum strains of the in-house culture collection in terms of toxin 
production by LC-MS/MS. Personal Communication; 2020.) 
dused as positive control for PCR identification 
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4 Diskussion 
Das Ziel dieser Studie war es, eine für S. chartarum angepasste Probenaufbereitung für 
die Analyse mittels FT-IR Spektroskopie anzuwenden, um die Chemotypen A und S zu 
unterscheiden. Zudem sollte überprüft werden, ob der kürzlich mittels Triplex-PCR 
(Ulrich et al., 2019) neu beschriebene Hybrid-Genotyp von S. chartarum ebenfalls mit 
dieser Methode differenziert werden kann. 
Die für die Studie ausgewählten Isolate von S. chartarum (n = 28) wurden aus der 
hauseigenen Stammsammlung ausgewählt, deren Zuordnung zu einem der beiden 
Chemotypen bereits anhand des tri5-Genabschnittes durchgeführt worden ist 
(Andersen et al., 2003). Anschließend wurde die in einer vorhergehenden Arbeit 
entwickelte Triplex-PCR zur Identifizierung der Genotypen anhand der Atranon- und 
Satratoxin-Gencluster angewandt, wobei für jedes Isolat mindestens ein Gencluster 
nachgewiesen werden konnte (Ulrich et al., 2019).   
Nach der Charakterisierung als Chemotyp bzw. Genotyp mittels PCR wurden die Isolate 
für 7, 14 und 21 Tage auf MEA und PDA inkubiert und anschließend in das 
entsprechende Flüssigmedium überführt (Ekruth et al., 2020).  
Für die Untersuchung von Schimmelpilzen mittels FT-IR Spektroskopie gibt es kein 
universal anwendbares Protokoll (s. Tabelle 7). Daher wurde ein geeignetes Protokoll 
für die Probenaufbereitung anhand von Mycel aus einem Flüssigmedium für die 
Anwendung auf S. chartarum optimiert und angewandt (Ekruth et al., 2020; Shapaval 
et al., 2010). 
Die FT-IR Spektroskopie wird für die Differenzierung von Bakterien und Hefen 
eingesetzt, da die Isolate bereits nach 24 Stunden Inkubationszeit untersucht werden 
können und die Probenaufbereitung sowie die Messung in kurzer Zeit durchzuführen 
sind (Naumann, 1985; Naumann et al., 1988).  
Es werden nur wenige Chemikalien benötigt und aufgrund der kurzen Messdauer kann 
ein hoher Probendurchsatz erreicht werden. Da sich diese Technik als einfach 
durchführbar herausgestellt hat, ist sie für die Identifizierung und Charakterisierung 
von Bakterien und Hefen etabliert (Giesbrecht et al., 1985; Naumann, 1985).  
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Zur Identifizierung und Charakterisierung von Mycota sind aufwändige 
Labormethoden und ausgebildetes Personal notwendig, da die Phänotypisierung dafür 
nicht ausreichend ist. Daher wird die FT-IR Spektroskopie auch für diese 
Mikroorganismen als geeignete Identifizierungsmethode angesehen (Fischer et al., 
2006; Fischer und Dott, 2002). 
Bisher konnte die FT-IR Spektroskopie erfolgreich für die Identifizierung und 
Charakterisierung von verschiedenen Schimmelpilzen eingesetzt werden (s. Tabelle 7). 
Je nach technischer Ausstattung und Untersuchungsziel sind unterschiedliche 
Methoden für die Analyse von Mycota entwickelt worden. In keiner dieser Studien 
wurde S. chartarum untersucht.  
Die Methode von Shapaval et al. (2010), bei der das Mycel aus einem Flüssigmedium 
mit anschließender Homogenisierung von verschiedenen Schimmelpilzen erfolgreich 
zur Identifizierung und Charakterisierung herangezogen werden konnte, wurde als 
Grundlage für diese Arbeit ausgewählt. 
Bei der Probenaufbereitung verhalten sich die Konidien und Sporen hydrophob und 
konzentrieren sich nach dem Auftragen auf die Messplatte in der Mitte des 
Messpunktes. Die Messung mittels FT-IR Spektroskopie ist nicht möglich, wenn dieses 
Phänomen nicht durch die Zugabe von 70%-igem Ethanol verhindert wird (Fischer et 
al., 2006).  
Die Beeinträchtigung der Messungen durch dunkles Pigment, das bei der Inkubation 
auf Festnährmedien entsteht, wird durch die anschließende Inkubation in einem 
entsprechenden Flüssignährmedium vermieden. Die Anzucht der S. chartarum-
Stämme auf den Festnährmedien MEA und PDA führte stets zur Bildung von gräulich-
schwarzem Pigment. Beim Wachstum in flüssigen Nährmedien produzieren 
filamentöse Pilze deutlich weniger bzw. gar keine Sporen, dadurch ist auch die Bildung 
von dunklem Pigment reduziert (Dahlberg und Etten, 1982; Ulrich, 2016).  
Zum Aufschließen der bei Schimmelpilzen stärker ausgeprägten Zellwände muss bei 
der Aufbereitung für die FT-IR Analyse eine Homogenisierung des Probenmaterials 
durchgeführt werden. Dies kann durch Ultraschallwellen, Glasperlen oder auch mit 
Metallzylindern erreicht werden, wobei sich die Kombination von Metallzylindern aus 
der Probenaufbereitung für Bakterien und Hefen mit dem TissueLyser® als geeignet für 
S. chartarum herausgestellt hat (Carlile et al., 2001; Ekruth et al., 2020; Haag et al., 
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1996; N.N., 2017).  
Damit Reste des Flüssignährmediums die Messungen nicht beeinträchtigen, wird das 
entnommene Mycel dreimal mit sterilem Reinstwasser gewaschen. Diese 
Vorgehensweise stellte sich schon bei Shapaval et al. (2010) als vorteilhaft heraus.  
Andere Protokolle zur Probenaufbereitung von Schimmelpilzen für die FT-IR Analyse 
sind nicht uneingeschränkt auf S. chartarum anwendbar (s. Tabelle 7).  
Für die Analyse von S. chartarum wurde die Probenaufbereitung von Shapaval et al. 
(2010) ausgewählt und modifiziert. Die in der vorliegenden Studie untersuchten 
Stämme wurden ebenfalls in Flüssigmedium inkubiert und ein 
Homogenisierungsschritt ergänzt.  
Allerdings mussten die Stämme von S. chartarum zuvor länger auf Festmedien 
inkubiert werden, um eine ausreichende Versporung vor dem Überimpfen in 
Flüssigmedien zu gewährleisten. Dies neutralisiert die in anderen Studien positiv 
hervorgehobene Zeitersparnis der FT-IR Spektroskopie gegenüber klassischer 
Identifizierungs- und Charakterisierungsmethoden der Mykologie. 
Für die Anzucht der ausgewählten S. chartarum-Isolate wurden die Nährmedien MEA 
und PDA ausgewählt, da diese als Standardnährmedien gelten (Andersen et al., 2003; 
Magan et al., 2012; Samson, 2010).  
Nicht alle Isolate versporten sich gleichermaßen intensiv auf PDA wie auf MEA. PDA 
stellte sich als nicht geeignet für die Inkubation vor der FT-IR Analyse heraus, was sich 
bereits bei anderen Methoden zeigte (Ekruth et al., 2020; Magan et al., 2012; Samson, 
2010; Ulrich, 2016). Daher ist MEA als Nährmedium für die FT-IR Analyse von 
S. chartarum zu bevorzugen. Ein Überangebot an Nährstoffen oder ein Mangel an Licht 
können dazu führen, dass nur vegetatives Mycel gebildet wird (Mooney und Yager, 
1990; Skromne et al., 1995). Ein Mangel an Nährstoffen ist jedoch kein Garant für die 
Versporung bei Schimmelpilzen (Adams et al., 1998). 
Durch wiederholte Subkultivierungen können sich das makroskopische 
Erscheinungsbild und das Metabolitenprofil von S. chartarum verändern (Andersen et 
al., 2002; Andersen et al., 2003; Bisby, 1943).  
Um die Einflüsse der Subkultivierungen auf die Analyseergebnisse zu reduzieren, 
wurden alle Isolate von Urkulturen für die biologischen Replikate angezüchtet und 
standardisierte Inkubationsbedingungen durch einen Klimabrutschrank gewährleistet. 
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Für einen möglichst hohen Grad an Reinheit wurden die Urkulturen nach 
Wiederanzucht aus Lyophilisaten bzw. Vorräten in Glycerin als Einsporisolationen 
angelegt (Niessen, 2018). 
Die korrekte Auftrennung der Chemotypen A und S konnte nach 7 Tagen auf MEA 
erreicht werden (Kappa = 0,89; p < 0,01).   
Um zu bestimmen, inwieweit die Charakterisierungsergebnisse von PCR und FT-IR-
Messungen übereinstimmen, wurden die Cohen’s Kappa-Werte berechnet und die 
Kongruenz der Analyseergebnisse anhand der zugewiesenen Kategorien (s. Tabelle 8) 
bewertet (Cohen, 1960; Landis und Koch, 1977).  
Für die Untersuchungen nach Inkubation auf MEA schwanken die errechneten Kappa-
Werte zwischen 0,89 und 0,24; für die Inkubation auf PDA zwischen < 0 und 0,57. Somit 
kann eine verlässliche Unterscheidung der beiden Chemotypen nur nach einer 
Inkubationszeit von 7 Tagen auf MEA erreicht werden.  
Die Differenzierung der drei Genotypen konnte in keiner der durchgeführten 
Untersuchungen nachgewiesen werden (s. Table 2, S. 50). 
Tabelle 8: Zuordnung der Kappa-Werte zu den Kategorien der 
Übereinstimmungsgrade nach Landis und Koch (1977) 
Cohen’s Kappa-Wert Kategorisierung der Übereinstimmung 






Bisher ist nur eine weitere Studie zu Untersuchungen bekannt, bei der die FT-IR 
Spektroskopie zur Unterscheidung von toxinbildenden und nicht-toxinbildenden 
Schimmelpilzstämmen genutzt wurde (Kaya-Celiker et al., 2016). Aufgrund der 
unterschiedlichen apparativen Ausstattung war die Probenaufbereitung nicht für die 
Anwendung auf S. chartarum geeignet. Bei der Analyse von S. chartarum wurde die 
Differenzierung anhand des Toxinbildungsvermögens in Bezug auf makrozyklische 
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Trichothecene angestrebt. Da die Menge der gebildeten Toxine im zeitlichen Verlauf 
zunimmt und ihr Maximum nach 21 Tagen erreicht, wurden die Messpunkte nach 7, 
14 und 21 Tagen Inkubation auf Festmedien ausgewählt (Höhne, 2008; Jagels et al., 
2019).  
Die Auswertung der Dendrogramme hat ergeben, dass die korrekte Zuordnung der 
Chemo- bzw. Genotypen in zwei einwandfrei aufgetrennte Cluster im Verlauf der Zeit 
abnimmt (Ekruth et al., 2020).   
Ebenso wie bei der Bildung von toxischen Sekundärmetaboliten nehmen die zur 
Differenzierung relevanten Strukturen wie Proteine und Kohlenhydrate während des 
Wachstums zu, aber nach 5 Tagen bei anderen Spezies wieder ab (Augustyn et al., 
1990; Gottlieb und Van Etten, 1964; Höhne, 2008; Jagels et al., 2019; Suskind und 
Bonner, 1960).  
Da die Chemotypen A und S von S. chartarum nur nach einer Inkubationszeit von 7 
Tagen auf MEA unterschieden werden können, scheinen die für die Differenzierung 
relevanten molekularen Verbindungen auch bei S. chartarum nach wenigen Tagen 
wieder abzunehmen. Die Unterscheidung von drei Genotypen bei S. chartarum konnte 
anhand der FT-IR Analysen nicht bestätigt werden. Dies könnte daran liegen, dass die 
hier zur Unterscheidung relevanten Oberflächenstrukturen wie Polysaccharide oder 
Chitin des Mycels auf dem Genotyp H keine mit dieser Technik differenzierbaren 
Abweichungen aufweisen. 
Im Rahmen der hier durchgeführten Studie konnten S. chartarum-Isolate so 
aufbereitet werden, dass sie via FT-IR Spektroskopie untersucht werden konnten. Die 
erfolgreiche Differenzierung der Chemotypen A und S von S. chartarum ist anhand 
dieser Technik möglich, sofern die Isolate für 7 Tage auf MEA inkubiert worden sind.  
Für eine verlässliche Aussage über die Toxigenität und das potenzielle 
Gesundheitsrisiko ist die Charakterisierung eines S. chartarum-Isolates als Chemotyp S 
nicht ausreichend.  
Entscheidend ist die Art der Exposition (orale Aufnahme, Inhalation und direkter 
Kontakt) und auch die Menge der gebildeten Toxine (Gareis, 1994; Johanning et al., 
2002).   
Die Toxinbildung ist mittels LC-MS/MS oder ELISA als Suchtest für makrozyklische 
Trichothecene nachzuweisen (Gottschalk et al., 2008; Martlbauer et al., 1988).  
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Für die Bestätigung der Zytotoxizität bei Vorhandensein von makrozyklischen 
Trichothecenen bleibt der MTT-Zellkulturtest uneingeschränkt relevant (Hanelt et al., 
1994). 
Da die Chemotypen A und S nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen auf MEA 
unterschieden werden konnten, kann die FT-IR Spektroskopie als geeignete 
Erweiterung des Methodenspektrums für die Identifizierung und Charakterisierung 
von S. chartarum-Isolaten angesehen werden, ist aber aufgrund der eingeschränkten 
Verlässlichkeit und des hohen apparativen und zeitlichen Aufwandes in der Praxis 
schwierig einzusetzen. 
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5 Zusammenfassung 
Der Schimmelpilz Stachybotrys (S.) chartarum kommt ubiquitär auf feuchten und 
zellulosereichen Materialien wie Baumaterialen (Tapete, Rigips) und Futtermitteln 
(Heu, Stroh) vor. Da Stachybotrys spp. hohe aw-Werte zum Wachstum benötigen, 
kommen diese regelmäßig in feuchtigkeitsgeschädigten Innenräumen vor. 
S. chartarum kann anhand phylogenetischer Kriterien und des Metabolitenprofils in 
die Chemotypen A und S unterteilt werden. Die Isolate des Chemotyps A produzieren 
Atranone, während jene des Chemotyps S die hochgradig zytotoxischen 
makrozyklischen Trichothecene bilden können. Diese stellen ein Gefährdungspotential 
für Mensch und Tier dar, da sie als Auslöser der bei Pferden oft tödlich verlaufenden 
Stachybotryotoxikose bekannt sind und vermutlich an der Entstehung des Sick Building 
Syndroms beteiligt sind. 
In der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwiefern die Chemotypen S und A 
mittels FT-IR-Spektroskopie verlässlich differenziert werden können. Zuerst wurden 
alle Isolate (n= 28) mittels Triplex-PCR anhand der Atranon- und Satratoxin-Gencluster 
identifiziert und charakterisiert. Für die Analyse mittels FT-IR Spektroskopie wurden 
die Stämme für drei unterschiedliche lange Inkubationszeiten (7, 14, 21 Tage) auf 
Festnährmedien bebrütet und anschließend in ein Flüssigmedium überimpft. Zur 
Optimierung der Probenaufbereitung wurde zudem ein Homogenisierungsschritt 
ergänzt. Der Grad der Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen aus der 
molekularbiologischen Charakterisierung und der FT-IR-Spektroskopie wurde anhand 
der kategorisierten Cohen’s Kappa-Werte (s. Tabelle 8) beurteilt. 
Es konnte gezeigt werden, dass eine Differenzierung von Chemotyp A und S bei 
Inkubation auf Malzextrakt-Agar nach 7 Tagen möglich ist (Kappa = 0,89; p < 0,01). 
Eine Verlängerung der Inkubationszeit oder eine Anzucht auf Potato-Dextrose-Agar 
führten zu weniger Übereinstimmungen in den Charakterisierungsergebnissen. Die 
mittels Triplex-PCR nachweisbaren Genotypen konnten mit der FT-IR Spektroskopie 
nicht dargestellt werden. 
In dieser Studie konnte zum ersten Mal demonstriert werden, dass die FT-IR 
Spektroskopie auch auf Isolate von S. chartarum angewandt werden kann. Diese 
Methode stellt jedoch aufgrund der geringen Verlässlichkeit und des hohen 
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apparativen und zeitlichen Aufwands keine praktikable Methode zur Beurteilung des 
Gefährdungspotentials von S. chartarum dar.  
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6 Summary 
Stachybotrys (S.) chartarum is a ubiquitous mould. Due to its cellulolytic activity, it can 
mostly be found on building materials (e.g., wallpaper, gypsum board) and feed (hay, 
straw) rich in cellulose. As strains of S. chartarum also require high aw-values, they are 
commonly found in buildings after water damages. 
Due to phylogenetic and metabolic criteria, S. chartarum can be divided into two 
chemotypes. The isolates of chemotype A produce atranones whereas the isolates of 
chemotype S can produce the highly cytotoxic macrocyclic trichothecenes. These 
secondary metabolites are known as the causative agents of the disease 
stachybotryotoxicosis often leading to death in horses. They are also suspected to be 
part of the symptom complex called Sick Building Syndrome. 
The study at hand aimed at the evaluation to which extent the chemotypes A and S 
can be differentiated via FT-IR spectroscopy. Initially, all the isolates (n= 28) were 
characterized via Triplex-PCR by identifying the atranone- and satratoxin geneclusters. 
To analyse the strains via FT-IR spectroscopy, the isolates were incubated for 7, 14 and 
21 days on solid medium and then transferred to a liquid medium. To optimize the 
sample preparation, a homogenization step was added. To assess the degree of 
accordance between the results of the PCR characterization and the FT-IR 
spectroscopic measurements, the Cohen’s Kappa values were calculated and 
categorized. 
The results revealed that after an incubation period on malt extract agar for 7 days the 
chemotypes A and S can be differentiated via this technique (Kappa = 0.89; p < 0.01). 
The prolongation of the incubation period and the usage of potato-dextrose-agar 
resulted in a less correct characterization. The three genotypes which were 
distinguishable via triplex-PCR could not be confirmed via FT-IR spectroscopy. 
This study has proven for the first time that FT-IR spectroscopy can be successfully used 
for the analysis of S. chartarum. Due to the low reliability, high technical requirements 
and the time-consuming realization, this method cannot be considered as applicable 
for the hazard analysis of S. chartarum isolates. 
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